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　　It　is　known　that　glucagon　is　synthesized　via　a　large　precursor　molecule　and　that　conversion　of　the
precursor　to　glucagon　is　accomplished　by　selective　proteolytic　cleavage　of　proglucagon．　lmmuno－
reactive　glucagons　（IRGs）　with　various　molecular　weights　were　obtained　from　acid－ethanol
extracts　of　glucagon－producing　tumor　cells　（ITC－1）　in　Syrian　golden　hamster　by　gelfiltration　on
Bio－Gel　P－30　and　CNBr－activated　Sepharose　4B．　The　biological　activity　of　various　IRGs　in　vitro
was　examined　by　measuring　the　release　of　cAMP　from　the　isolated　hamster　liver　cells．　Liver　cells
were　isolated　from　adult　Syrian　hamsters　by　the　method　of　Seglen．　The　cells　were　preincubated　in
RPMI－1640　medium　for　5　hours．　The　release　of　cAMP　into　the　culture　medium　was　deterrnined　by
radioimmunoassay．
　　Cyclic　AMP　accumulation　in　the　medium　containing　porcine　crystalline　glucagon　was　observed．
At　addition　of　10－ii　moles　it　was　O．73　pmole／106　cells／h，　while　at　addition　of　10－8　moles　it　was’　4．14
pmole／106　cells／h．　Extracted　IRGs　from　the　tumor　also　had　elevated　cAMP　concentration．　（ln　the
case　of　IRG3500，　at　addition　of　2．4　×　10－iO　moles　it　was　2．67pmole／106　cells／h，　while　with　addition　of
7．5×10一’O　moles　it　was　16．7pmole／106　cells／h．　ln　the　case　of　IRG9000，　and　addition　of　O．7×10－iO
moles　it　was　O．7pmole／106　cells／h，　while　with　addition　of　2．9　×　10－iO　moles　it　was　O．93pmole／106　cells／
h．）
　A　similar　tendency　in　the　result　of　intracellular　cAMP　and　the　results　obtained　from　the　medium．
Glucagon　from　extracted　ITC－1　tumor　has　biological　activity　causing　a　quantity　of　glucagon　release
from　liver　cells　of　hamsters，　cAMP　component　in　liver　cells．　The　release　of　cAMP　from　liver　cells
was　low　in　animals　with　tumors　compared　with　control　animals．　These　results　suggested　that　the
biological　activity　of　extracted　tumor　glucagon　was　highest　in　glucagon　with　a　molecular　weight　of
3500．　IRG　of　molecular　weight　3500　showed　biological　activity　similar　to　that　of　standard　glucagon．
（1994年11月22日受付，1995年1月12日受理）
Key　words：グルカゴン産生腫瘍（Glucagon－producing　tumor），生物学的活性（Biological　activity），サイクリ
ックAMP（Cyclic　AMP）
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はじめに
東京医科大学雑誌
　内田1）らはBKウイルスをsyrian　golden　ham－
ster脳内に接種することによりhamsterインスリ
ノーマ細胞In－111を樹立した．更に杉本2）らはこの
In－111を用いて，グルカゴンを特異的に分泌する腫
瘍IT－1を作製した．秋山ら3）はIT－1坦癌hamster
を用いて，長期にグルカゴン過剰状態にさらされた
ときの，宿主の膵および肝の形態学的変化について
報告している．しかし，秋山の用いたIT－1腫瘍由来
のグルカゴンが生物学的活性を持つか否かについて
は直接的な証明はされていない．
　そこで著者は，IT－1腫瘍からグルカゴンを抽出
し，そのグルカゴンが生物学的活性を持つか否かを
培養肝細胞系を用いて検討し，さらに坦癌動物の単
離肝からのグルカゴンによるcAMP放出能の変化
を検討して報告する．
Extraction　of　lRG
Tumor
第53巻第3号
　　　　　　dissect　with　scissors
　　　　　　sonicate　in　15ml　acid－EtOH
　　　　　　stand　for　over　night　at　4℃
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　　　　　　　　ア
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　　　　　　precipitate　by　the　addition　of　EtOH　and　ether
　　　　　　centrifuge　at　3，000g　for　l　O　min，
　　　　ppt
super『
　Fig．1　The　glucagon　extraction　method　from
　　　tumors．
　　　The　Kenny　conversion　method　was　used。
実験材料及び実験方法
　1．母国動物の作製
　IT－1坦癌動物の作製は，杉本ら2）によりhamster
背部皮下に作製された腫瘍を動物に継代移植して行
なった．継代移植は，腫瘍を母国動物より無菌操作
により切り出し細切後，10％new　born　calf　serum
加RPMI－1640　medium　（Flow　Laboratory　Ins．
USA）5m1に浮遊し，4週齢のsyrian　golden　ham－
ster背部皮下に注射針を用いて約1mlずつ接種し
て行った．
　2．腫瘍由来グルカゴンの抽出
　腫瘍はi接種後約2～4週間で肉眼的に確認できる
大きさに増殖し，直径が約10mmとなった時点で坦
癌動物を実験に用いた．腫瘍の一部は継代移植の材
料とし，残りはグルカゴン抽出に供した．
　腫瘍からのグルカゴン抽出法はKennyの変法4）
を用いた（Fig．1）．腫瘍は可及的速やかに細切し約
10mlのacid　ethanolを添加後，氷冷下sonication
にて破砕し腫瘍内グルカゴンを4℃にて24時間
抽出した．抽出液は10万G30分野遠心した後，
上清をアンモニア水で中和，ボアサイズ0．45μ
membrane　filter（東洋濾紙社製）で濾過しethanol
及びetherを添加して沈殿を得た．沈殿は0。1M
phosphate　buffer　pH7．44℃で72時間透析を行い，
次いでantiglucagon　sepharose　4Bを用いてaffin－
ity　chromatographyを行って精製した．得られた資
料はBio　Gel　P301×50　cmカラム（Pharmacia
Fine　Chemicals，　Inc．）にてゲル濾過し，各フラクシ
ョン1．5mlとしてグルカゴンの分画を得た．分子量
のマーカーとしてはcytochrome　C，　Insulin，　stan－
dard　glucagonを用いた．
　3．腫蕩由来のグルカゴンの生物学的活性の測定
　生物学的活性の測定は，正常syrian　golden　ham－
sterの培養肝細胞（Fig．2）を用い，肝細胞からの
cAMP放出量を指標として行った．肝細胞のpri－
mary　culture　cellはSeglen5）の方法に準じ，生後約
10週齢の雄性hamsterを用いて作製した．50　mg／
kgベントバルビタール麻酔後開腹し，門脈にカテー
テルを挿入，infusion　pumpを用いて4ml／minにて
Ca＋＋free　collagenase　Type　4（シグマ社製）加
KRBBで7分間灌流した．肝を細切した後，用手的
に破砕し，テフロンメッシュにて濾過後10mlの
Hanks液で3回洗浄して単離肝細胞を得た．ついで
cell　count後，　trypan　blueにてviabilityを測定，
90％以上の生細胞の存在を確認した．肝細胞は3cm
径のFalcon社製プラスチックディッシュに，10％
n w　born　calf　serum加RPMI　1640　medium　2　ml
に浮遊して3×106個を蒔き，fibronectin　1μg／ml
mediumを併用して95％air，5％CO，，37℃にて
5時間培養後，細胞がディッシュに固着したことを
確認し実験に供した．ゲル濾過された腫瘍抽出グル
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Fig．　2　A　phase－contrast　photomicrography　of　primary　culture　liver
　　cells　taken　from　an　adult　Syrian　hamster　（×200）．
　　The　culture　liver　cells　was　prepared　according　to　the　method　of
　　Seglen．
　　　　Table　1　Profile　of　animals
Object　animal　is　IT－1　tumor－bearing　hamster　5
example　and　contrast　animal　6　example．　After
weeks，　transplantation　a　tumor　used　which　went
over　a　diameter　of　10　mm．
Control（n＝6）IT－1（n＝5）
Age（week） 8．5 ！0
Boby　weight（9）103 100
Liver　weight（9）4．3 3．5
Duration　of　gluca－
№盾獅盾高＝iweek） 一 4
Mean
カゴンは，各分画について生物学的活性の測定に供
した．対照としてはcrystalline　porcine　glucagon
を用いた．試料は10％new　born　calf　serum加
glucose　free　RPMI－1640　medium　3　mlに溶解して
培養肝細胞の全量medium交換により肝細胞に添
加した．
　グルカゴンの生物学的活性は，medium中に放出
されたブドウ池沼および肝細胞内cAMP含量を指
標として推定した．資料は5時間肝細胞に反応させ
た後，mediumを集め1，500　rpm　3分間遠沈し上清
を得，ブドウ糖およびcAMP量の測定に用いた．一
方肝細胞は可及的に速やかに細胞内cAMPを抽出
して含量の測定に供した．cAMPの測定はcAMP
ヤマサ測定キットを用いたラジオイムノアッセイ法
にて行った．
　4．坦癌動物単離肝よりのcAMP放出
　8～10週齢IT－1の坦癌ラット5例．対照ラット6
例を実験に供した（Table　1）．　IT－1坦癌動物は腫瘍
移植約4週後，腫瘍が肉眼的に10mmを超えるもの
を用いた．食事自由摂取下にSugano6）らの方法に
従い単離灌流標本を作製した．灌流は門脈より灌流
液を注入し，閉鎖系にて下大動脈より試料を得た．
灌流液の組成はbufferには赤血球とアルブミンは
添加せず，pH7．7，95％0、，5％CO2気相下，流速
5m1／minにて暴露した．標本は5分間安定させた
後，5分間前採液を行い，続いて30分間10－9モル
glucagon（Novo社）を含む液で刺激を開始した、
最初の10分間は毎分採油し，以後の20分は5分ご
との採液とした．結果は1分あたりcAMPの放出量
に換算して示した．
　5．グルカゴン，cAMPの測定
　腫瘍抽出グルカゴンはOAL123抗体を用いたラ
ジオイムノアッセイ法にて測定した．cAMPはヤマ
サキットを用いたラジオイムノアッセイにて測定し
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Fig．　3　A　gel　filtration　profile　of　glucagon　extracted　from　tumors．
　A　Bio　Gel　P－30　colum　1×50　cm　was　used　for　gel　filtration．
　　Fractions　with　molecular　weights　of　over　20000，　9000　and　3500　were
　　obtained．　Each　fraction　was　then　added　to　a　medium　of　cultured　liver
　cells．
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　　　　Standard　Glucagon　IRG3SX）extracted　from　tumor
Fig．　4　The　amount　of　glucose　released　from
　　liver　cells　when　tumor－derived　glucagon　with
　　molecular　weight　of　3500　or　porcine　stan－
　　dard　glucagon　were　added　to　medium．
た．
統計学的検定はnon　parametric　Wilcoxon　test
を用いp＜0．05を有意とした．
結 果
　1．グルカゴンのゲル濾過像
　腫瘍より抽出して得られたグルカゴンの代表的ゲ
ル濾過像をFig．3に示した．フラクションNo．7～8
すなわち分子量20，000以上に相当する分画に極く
低い第一のピークを，また分子量約9，000に相当す
るフラクションNo．14～15には低いが第二のピー
クを見た．二二黒塗りバーで示した分子量20，000以
上，約9，000，約3，500の分画をそれぞれ肝細胞への
添加実験に用いた．抽出及びゲル濾：過操作は，継代
した腫瘍では皆，ほぼ同様のゲル濾過像を示した．
　2．グルカゴン添加時の培養肝細胞からのブドウ
　　糖放出量
　standard　glucagonおよび腫瘍から抽出しゲル濾
過により得られた分子量3，500に相当するグルカゴ
ンを培養肝細胞に添加し，メディウム中に放出され
たブドウ糖を測定した（Fig．4）．
　standard　glucagon添加では，10－10モルで75．0
μg／106cells／hから10一sモルで98．4μg／106cells／h
までブドウ糖放出量は濃度依存性に増加した．一方
腫瘍より抽出した分子量3，500に相当するグルカゴ
ン添加では3×10－10モルおよび9×10一10モル添加
では，両者とも92．5μg／106cells／hでstandard
glucagonよりやや多いブドウ糖放出能を示した．
　3．グルカゴン添加時のhamster単離肝細胞か
　　らのcA：MP放出量と肝cAMP含量
　Fig．5にはstandard　glucagon添加時の成績を示
した．グルカゴン無添加時0。40pmole／106cells／h
であり，グルカゴン添加では10－11モルで0．85
（4）
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Fig．　5　The　amount　of　cAMP　content　of　the　liver　cells　and　cAMP　released　into
　　the　medium　when　porcine　standard　glucagon　was　added．
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Fig．　6　The　amount　of　cAMP　released　into　the　medium　and　intracellular
　　content　when　tumor－derived　glucagon　with　molecular　weights　of　over
　　20000，　9000　and　3500　was　added　to　a　cultured　liver　cell　rnedium．
pmole／106cells／hより濃度依存性に増加，10－7モル
では2．57pmole／106cells／hであった．右側には肝
細胞からメジウム中へ放出されたcAMPを示した．
グルカゴン無添加時0．04pmole／106cells／hであ
り，グルカゴン添加では10－11モル0．73pmole／106
cells／hとすでに約18倍の高値を示し，10－8モルで
4．14pmole／106cells／hとほぼプラトーに達する成
績であった．Fig．6には腫瘍抽出グルカゴン添加時
の成績を示した．左側には肝細胞内cAMP含量を示
したが，IRG3500では2．4×10”ioモル添加で0．96
pmole／106cells／h，5．0×10｝6モル添加では3．27
pmole／106cells／h，20．6×10－10モルでは7．43
pmole／106cells／hと濃度依存性の増加を示した．
　一方IRGgooo添加では0．6×10－10モルで0．26
pmole／106cells／h，2．5×10－10モルでO．83　pmole／
106cells／hと高濃度で増加する傾向をみたが，全体
に低反応 った．IRG20000ではグルカゴンの収量
が少なく1．3×10－10モルの一点のみにて検討した
が1．44pmole／106cells／hとかなり低い傾向をみ
た．右側に示した肝細胞からのcAMP放出では，
IRG3500で2．4×10－10モルにて2．67　pmole／106
cells／hより濃度依存性に増加，7．5×10－10モルでは
16．7pmole／106cells／hと高値を示した．　IRGgooo添
加では0．7×10－10モルにて0．70pmole／106cells／h
より2．9×10　ioモルで0．93　pmole／106cells／hまで
概ね増加傾向をみなかった．IRG20000では一点のみ
（5）
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Fig．7　The　release　of　cAMP　from　perfused　liver
　　cell　by　standard　porcine　glucagon　stimula－
　　tion．
の成績であるが，standard　glucagon無添加時の成
績とほぼ一致したが低値であった．
　4．坦癌動物肝からのcAMP放出
　コントロール動物の肝細胞からのcAMP放出量
は前値平均35pmole／minであり，glucagon刺激直
後より放出増加をみ，刺激後5分では95±15
pmole／minとなり以後30分までほぼ一定の値を示
した．IT－1坦癌動物では，前値40　pmole／minであ
り負荷後も追加分泌反応は乏しく，20分以降50
pmole／minと軽度の上昇をみたにすぎなかった
（Fig．　7）．
考 察
　今回検討に用いたITC－1グルカゴン産生細胞株
は，In－111をSyrian　golden　hamsterの背部皮下に
接種，得られた腫瘍を培養しグルカゴンを特異的に
分泌する細胞株を得たものである．
　ITC－1はパッチクランプ法を用いた検討ではT
及びL型のカルシウムチャンネルが認められ7），正
常A細胞と同様の機構が保たれているが，ブドウ糖
に対しては高濃度になるほどグルカゴン放出を促進
するというparadoxica1な反応を示す8）．
　本細胞はhamsterの背部皮下に継代移植可能で
あり，坦癌hamsterでは膵島D細胞の分布に変化の
あることや，肝グリコーゲン含量の減少する3）こと
などより腫瘍より分泌されたグルカゴンが生物学的
活性を持つことは推定されているが，培養細胞より
放出されるグルカゴンが生物学的作用も持つかは直
接的には証明されていない．今回はITC－1培養細胞
より放出されたグルカゴンの生物学的活性を肝を
target　organとして検討した．
　グルカゴンのプロセッシングはインスリンに比べ
て複雑であり，近年分子生物学の進歩により膵のプ
レプログルカゴンのアミノ酸配列が明らかになっ
た9）10）．これらの成績では真のグルカゴンN内側に
はglicentin　related　pancreatic　peptide（GRPP），
C端にはglucagon　like　peptide　1，2（GLP－1，　GLP
－2）があり，それぞれLys－Arg，あるいはArg－Arg
の部位にて切断されプロセッシングを受ける．
　腸管L細胞ではglicentin，　GLP－1，　GLP－2が産生
され，エンテログルカゴンと呼ばれる．
　一方グルカゴノーマでは，ゲル濾過像で分子量
9，000の大分子グルカゴンの割合が多いことが知ら
れている11）12）13）．ITc－1細胞抽出グルカゴンはFig．
3に示した通り概ね三つのピークが示されたが，分
子量3，500の膵グルカゴンが大部分を占めた．void
volume領域のピークは極く低く，big　plasma
glucagon（BPG）のRIAに対する問題を排除する
ためエタノール抽出法14）を実施してBPGを抑制し
た結果と考える．しかしゲル濾過各フラクションの
グルカゴン含量の測定に用いた抗体は，膵グルカゴ
ンのみを特異的に認識するとされるC端抗体
OAL123であり，N端抗体でなければ認識できない
glicentinやオキシントモジュリンが測定されなか
った可能性がある．金沢ら15）はITC－1細胞におい
て3Hを用いてグルカゴン合成時期を検討したが，
N端抗体及びC端抗体を用いても合成されたグル
カゴンへの3Hの取り込みに差がなく，ITC－1細胞
より分泌されるグルカゴンは大部分分子量3，500の
ものであろうと推定している．グルカゴンの肝に対
する生物学的活性の指標としては肝よりのcAMP
放出と糖放出が用いられる．肝におけるグルカゴン
のレセプターの分子構造はまだ十分解明されていな
い16）が，肝細胞膜にグルカゴン特異的レセプターが
存在し，グルカゴンが結合する事によりadenylate
cyclase系が活性化され，セカンドメッセンジャー
であるcAMPを介してその作用が発現すると考え
られている．腫瘍抽出グルカゴンの肝ブドウ糖放出
は，分子量3，500のグルカゴンを用いると3×10－10
モルにてスタンダードグルカゴン（ブタ）より糖放
（6）
1995年5月須田：ITC－1腫瘍抽出グルカゴンのHeterogeneityとその生物学的活1生一　287　一
出が多く，アミノ酸の相同性がhamsterより大きい
ことが考えられた．山谷ら17）はラット灌流肝におい
てグルカゴンによる糖放出を検討しているが，ブド
ウ糖放出の増加は10－iiモルより10－10モルにて認
めたと報告しており，著者の結果と一致するもので
あった．
　抽出グルカゴンの肝cAMP含量，メジウム中への
cAMP放出は，スタンダードグルカゴン（Novo社
ブタ）を対照として検討した．著者の成績は細胞内
及びメジウム中のcAMP量は対照に比べて10－11
モルのグルカゴン添加にて増加をみており，Corver－
aら18）の10『9モルより増加したとする成績より，低
い濃度にて反応が見られた．この差はCorveraは添
加後2分で評価しており著者は5時間で評価した為
であるかもしれない．IT－1抽出グルカゴンを単離肝
細胞に添加した成績では，膵グルカゴンと考えられ
る分子量3，500のグルカゴンでは濃度依存性に
cAMP含量及びcAMP放出をみる成績であり，特
に高濃度グルカゴン添加ではスタンダードグルカゴ
ンに比べ著増した．一方分子量9，000や分子量
20，000のグルカゴン免疫活性を持つ物質を添加し
た成績では濃度依存性が乏しく，生物学的活性をほ
ぼ認めない成績であった．大分子グルカゴンには生
物学的活性はないと報告されている19）が，Recant
は20）グルカゴノーマの大分子グルカゴンでもラッ
ト肝細胞のcAMP生成量が低いながらもあること
を証明しており，著者の成績と一致するものであっ
た．僅かにcAMPが増加したことは，　BioGel　P－30
にてグルカゴンを分画したときにcontamination
があったかもしれない．
　勉伽。における灌流心の成績では，三流液中に放
出されるcAMPは増加すると報告されている21）．著
者の系ではhamsterにスタンダードグルカゴン（ブ
タ）を投与した成績であるが，前者の報告と同様，
対照hamsterでは前記の3倍程度のcAMP放出を
みた．しかし坦癌物物ではグルカゴン添加にても
cAMP放出の増加はみられていない．この事は肝に
はグルカゴン受容体があり，背部の腫瘍より生物学
的活性を持つグルカゴンが常に高濃度に放出され，
高グルカゴン血症を起こし受容体のdown　regula－
tionが起きていたと推測された．
結 語
1）単離肝細胞培養系からのcAMP放出および細
胞内cAMP含量はグルカゴン用量依存性であった．
　2）IT－1腫瘍抽出グルカゴンはラット肝細胞から
のブドウ糖放出：量，cAMP放出量，肝細胞内cAMP
含量を指標とした生物学的活性を示した．
　3）IT－1腫瘍抽出グルカゴンは，ブタグルカゴン
よりもラット肝に対する生物学的活性が高かった．
　4）グルカゴンの生物学的活性は，分子量3，500の
グルカゴンで最も高く大分子グルカゴンでは低かっ
た．
　5）グルカゴン刺激による坦癌動物灌流肝からの
cAMP放出はみられず，　down　regulationのあるこ
とが推測された．
　最後に
　稿を終えるに臨み，ご指導ご校閲を賜わりました
伊藤久雄教授に深謝致すとともに研究に対し種々の
御指導，ご協力を頂いた動物センター米田嘉重朗博
士，第二生理学教室坂井朗子博士に感謝いたします．
また，直接ご指導いただきました金沢真雄博士なら
びに第三内科の諸先生に感謝いたします．
　本論文の要旨の一部は，第28回日本糖尿病学会総
会，第12回国際糖尿病会議にて報告した．
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